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RESUMEN

La obesidad se define como una acumulacién excesiva de grasa en el cuerpo, asociada
a un desequilibrio entre la ingesta y el gasto cal6rico. La obesidad puede clasificarse en
distintos grados con base en el indice de Masa Corporal (IMC), siendo la obesidad grado
lll la mas severa. La obesidad representa un problema de salud publica en México. La
obesidad genera un estado inflamatorio del tejido adiposo, donde existe un aumento en
la concentracién de moléculas y células del sistema inmunoldgico. Los neutrofilos son
los leucocitos mas abundantes en la sangre, participan en la defensa contra patégenos
y son los principales efectores en los sitios de inflamacion o infeccion. Las funciones que
emplean los neutrdfilos incluyen a la desgranulacion, la formacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), la fagocitosis, y la formacion de trampas extracelulares de neutrofilos
(NET). Existe poca evidencia de las funciones de los neutrdfilos en la obesidad y no se
conoce si las funciones de los neutrofilos sanguineos estan alteradas en pacientes con
obesidad. Como hipotesis se tiene que los neutrofilos sanguineos de pacientes con
obesidad grado Il presentan mayor formacion de ROS, fagocitosis y formacion de NET
que los neutrofilos sanguineos de personas con peso normal. Por lo cual, el objetivo de
esta investigacion fue evaluar y comparar las funciones de los neutréfilos sanguineos de
pacientes con obesidad grado Ill y de personas con peso normal.

Se realizé la extraccion de sangre y posterior purificacion de los neutroéfilos sanguineos.
Se evalug la formacién de ROS mediante la técnica con dihidroetidio (DHE). Para evaluar
la fagocitosis, los neutrofilos se incubaron con perlas opsonizadas y no opsonizadas con
inmunoglobulina G (IgG), posteriormente se obtuvo el indice fagocitico. Se evalu6 la
formacion de NET mediante la incubacion de los neutrdfilos con forbol-12-miristato-13-
acetato (PMA).

Se concluyé que no existen diferencias en la formacién de ROS en neutrdfilos
sanguineos de neutréfilos de personas con peso normal y de pacientes con obesidad
grado lll. Por otro lado, los neutréfilos sanguineos de pacientes con obesidad grado Il
tienen mayor capacidad de fagocitar que los neutréfilos sanguineos de personas con
peso normal. Por ultimo, los neutréfilos sanguineos de un paciente con obesidad son

capaces de producir NET.



ABSTRACT

Obesity is defined as an excessive accumulation of fat in the body, associated with an
imbalance between caloric intake and expenditure. Obesity can be classified into different
grades based on Body Mass Index (BMI), with grade Ill obesity being the most severe.
Obesity represents a public health problem in Mexico. Obesity generates an inflammatory
state of the adipose tissue, where there is an increase in the concentration of molecules
and cells of the immune system. Neutrophils are the most abundant leukocytes in the
blood, they participate in the defense against pathogens and are the main effectors at
sites of inflammation or infection. Functions employed by neutrophils include
degranulation, reactive oxygen species (ROS) formation, phagocytosis, and neutrophil
extracellular trap (NET) formation. There is little evidence of neutrophil functions in
obesity and it is not known whether blood neutrophil functions are altered in patients with
obesity. It is hypothesized that blood neutrophils from patients with grade Il obesity have
higher ROS formation, phagocytosis and NET formation than blood neutrophils from
normal weight individuals. Therefore, the objective of this research was to evaluate and
compare the functions of blood neutrophils from patients with grade Il obesity and normal
weight individuals.

Blood collection and subsequent purification of blood neutrophils was performed. ROS
formation was evaluated using the dihydroethidium (DHE) technique. To evaluate
phagocytosis, neutrophils were incubated with opsonized and non-opsonized beads with
immunoglobulin G (IgG), after which the phagocytic index was obtained. NET formation
was assessed by incubating neutrophils with phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA).

It was concluded that there are no differences in ROS formation in blood neutrophils from
neutrophils of normal weight individuals and patients with grade Il obesity. On the other
hand, blood neutrophils from patients with grade Ill obesity have a higher phagocytic
capacity than blood neutrophils from normal weight individuals. Finally, blood neutrophils

from a patient with obesity can produce NET.



I. INTRODUCCION

1. Definicién de obesidad

La obesidad se define como una acumulacién anormal o excesiva de grasa en el cuerpo,
asociada principalmente a un desequilibrio entre la ingesta y el gasto caldrico.
(CENETEC, 2018; Gregor & Hotamisligil, 2011; OMS, 2020; Russo & Lumeng, 2018)

Los factores que subyacen a la etiologia de la obesidad son multiples, entre ellos
destacan la fisiologia del individuo, la genética y la epigenética, la psicologia individual,
la actividad fisica, el consumo de alimentos y los entornos ambiental, sociocultural y
econdmico. (Bluher, 2019; Gadde et al., 2018)

La obesidad puede clasificarse con base en el indice de Masa Corporal (IMC) (Tabla 1).
El IMC es un indicador simple de la relacién entre el peso y la talla del individuo. Se
calcula dividiendo el peso de una persona en kilogramos entre el cuadrado de su talla en
metros (kg/m?). (CENETEC, 2018; Gadde et al., 2018; Goossens, 2017; OMS, 2020)

Tabla 1. Clasificacion del peso y obesidad con base en el IMC.

IMC (kg/m?) Clasificacion
<185 Bajo peso
18.5-24.9 Peso normal
25.0-29.9 Sobrepeso
30-34.9 Obesidad grado |
35-39.9 Obesidad grado II
> 40 Obesidad grado Il

IMC: indice de Masa Corporal



2. Epidemiologia

La obesidad representa un problema de salud publica a nivel mundial debido a su
creciente prevalencia. Segun la Organizacion Mundial de la Salud, la obesidad se ha
triplicado en todo el mundo desde 1975, llegando a ser una pandemia. (Bluher, 2019;
Chung et al., 2018; Cottam et al., 2004; Cottam et al., 2002; Gadde et al., 2018; Gregor
& Hotamisligil, 2011; Minervino et al., 2015; OMS, 2020; Pirzgalska & Domingos, 2018;
Seijkens et al., 2014)

En 2016, méas de 1900 millones de adultos mayores de 18 afios tenian sobrepeso, de los
cuales, mas de 650 millones eran obesos. En otras palabras, el 39% de los adultos
mayores de 18 afios (39% de los hombres y 40% de las mujeres) tenian sobrepeso,
mientras que el 13% de la poblacién adulta mundial (11% de hombres y 15% de mujeres)
eran obesos. (OMS, 2020)

Con base en la Encuesta Nacional de Salud (ENSANUT) del 2018, en México, el 74.9%
de los adultos mayores de 20 afios tenian sobrepeso (39.55%) u obesidad (35.35%). La
obesidad fue mayor en mujeres (40.2%) que en hombres (30.5%). (Shamah-Levy T. et
al., 2020)

La prevalencia de obesidad grado Ill, o también llamada obesidad mérbida (IMC = 40,0
kg/m?), fue del 2.9% en adultos mayores de 20 afios. Las mujeres (4.1%) tuvieron una
mayor prevalencia de obesidad maérbida que los hombres (1.4%), siendo 2.4 veces mas
alta en mujeres que en hombres. (Salud., 2016)

En el 2020, el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) report6 que el 77.5% de sus
derechohabientes de 20 afios en adelante presentaron sobrepeso (61.3%) u obesidad
(38.7%). con base en lo anterior, 4 de cada 10 derechohabientes padecen esta
enfermedad. (IMSS, 2020)



3. Comorbilidades asociadas a la obesidad y calidad de vida

La obesidad incrementa el riesgo de desarrollar distintas comorbilidades. La
comorbilidad, se define como la interaccion de dos o mas condiciones médicas o
enfermedades presentes en el mismo individuo que ocurren al mismo tiempo y que
pueden agravar la evolucion de las enfermedades. (Valderas et al., 2009)

Entre las comorbilidades asociadas a la obesidad se encuentran:

1. Laresistencia a la insulina, la hiperinsulinemia y la diabetes

La resistencia a la insulina, es decir, la disminucién de la utilizacion de glucosa
estimulada por la insulina, aumenta de manera proporcional con la masa grasa. Una
de las consecuencias de esta resistencia a la insulina es el requerimiento de
secrecion aumentada de insulina (hiperinsulinemia). La hiperinsulinemia promueve a
su vez, la sobreactivacion de las células B pancreaticas productoras de insulina e
incrementa la susceptibilidad a su insuficiencia, dando por resultado, la diabetes
mellitus tipo 2. (Gardner G. David & Shoback., 2018)

2. Ladislipidemia

La obesidad se relaciona con la dislipidemia. La dislipidemia se caracteriza por un
aumento en la concentracion de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), de
los triglicéridos, del colesterol total y de las particulas de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y por una disminucion en la concentracion de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL). Todos estos componentes son aterogénicos y participan en la
generacion de la aterosclerosis y de la enfermedad cardiovascular. (Gardner G. David
& Shoback., 2018)

3. Las enfermedades cardiovasculares
La obesidad es uno de los principales factores de riesgo para desarrollar hipertension,
fendbmenos tromboembdlicos, insuficiencia cardiaca, cardiopatia coronaria,
arteriopatia periférica y fibrilacion auricular. La hemodinamica alterada por la

obesidad ocasiona un incremento del volumen sanguineo total, de la presion arterial



sistémica y del gasto cardiaco, mismos que promueven un aumento en el esfuerzo

del corazdén para realizar su trabajo. Los pacientes con obesidad presentan una
dilatacion e hipertrofia ventriculares izquierdas y agrandamiento auricular izquierdo.
Estas anormalidades estructurales incrementan el riesgo de insuficiencia cardiaca y
de fibrilacion auricular. (Gardner G. David & Shoback., 2018)

Las complicaciones pulmonares

La obesidad puede ocasionar un fendmeno restrictivo al limitar la correcta expansion
de los pulmones, derivando en una hipoventilacion alveolar y como consecuencia,
aumento del volumen sanguineo pulmonar. La obesidad también se relaciona con el
sindrome de apnea obstructiva del suefio, provocando un mayor riesgo de
hipertension sistémica y pulmonar, insuficiencia cardiaca, arritmias, infarto del
miocardio y mortalidad. (Gardner G. David & Shoback., 2018)

Las enfermedades gastrointestinales

La enfermedad de higado graso no alcohdlica se relaciona con la resistencia a la
insulina y la obesidad. En esta enfermedad se acumula grasa dentro del higado
acompafada de un reclutamiento de células inflamatorias y de fibrosis. Esta
enfermedad provoca a su vez, esteatosis, fibrosis avanzada y cirrosis. Otras
complicaciones de la obesidad son la enfermedad por reflujo gastroesofagico y la
hernia hiatal. Estas dos afecciones pueden causar cambios erosivos de la mucosa en
la parte baja del estbmago. (Gardner G. David & Shoback., 2018)

La obesidad también se asocia con un aumento en la secrecion biliar de colesterol,
con la sobresaturacion de la bilis y con una mayor incidencia de célculos biliares
(colelitiasis). (Kasper DL et al., 2017)



6. La enfermedad Osea y cutdnea

La obesidad se asocia con un mayor riesgo de osteoartrosis como parte del
traumatismo por una mayor carga de peso, sobre todo en las rodillas y la zona lumbar
de la columna vertebral. Uno de los problemas cutaneos asociados con la obesidad
es la acantosis nigricans. La acantosis se manifiesta por el oscurecimiento y el
engrosamiento de los pliegues cutaneos del cuello, de los codos y de los espacios
interfalangicos dorsales. La acantosis refleja la gravedad de la resistencia a la insulina
subyacente. Por otro lado, debido a la inmovilidad ocasionada por el exceso de grasa,
sobre todo en los pliegues cutaneos, se favorece el aumento de la humedad de la
piel. El continuo roce de la piel genera maceracion e intensifica el riesgo de presentar
infecciones causadas por las bacterias, los hongos y las levaduras. (Kasper DL et al.,
2017)

El sindrome metabdlico
El sindrome metabdlico es un conjunto de alteraciones metabdlicas que confieren un
mayor riesgo de presentar enfermedad cardiovascular y diabetes mellitus. Las
principales caracteristicas del sindrome metabdlico incluyen obesidad central,
hipertrigliceridemia, concentraciones bajas de HDL, hiperglucemia e hipertension.
(Kasper DL et al., 2017)

El cancer

La obesidad se asocia con un mayor riesgo de varios tipos de cancer. Ademas, puede
conducir a resultados terapéuticos mas deficientes y con mayor mortalidad. En
hombres, la obesidad se asocia con una mayor mortalidad por cancer de eséfago,
colon, recto, pancreas, higado y préstata. En las mujeres, la obesidad se asocia con
una mayor mortalidad por cancer vesicular y de vias biliares, de mama, endometrial,

cervicouterino y ovarico. (Kasper DL et al., 2017)



Estas comorbilidades asociadas a la obesidad pueden relacionarse posteriormente con

una menor esperanza de vida, discapacidad y/o una muerte prematura. La esperanza de
vida puede verse reducida de 5 a 20 afios. De igual manera, la obesidad puede mermar
la calidad de vida, promover desventajas sociales, afectar la productividad y el
desempleo del individuo que la presenta. (Bluher, 2019; Chung et al., 2018; Cottam et
al., 2004; Dam et al., 2016; Dixon & O'Brien, 2006; Engin, 2017; Gadde et al., 2018;
Goossens, 2017; Gregor & Hotamisligil, 2011; Kanneganti & Dixit, 2012; Pirzgalska &
Domingos, 2018; Russo & Lumeng, 2018; Ryder et al., 2014; Seijkens et al., 2014)

4. Adipocitos

Los adipocitos son las principales células del tejido adiposo. La funcién de los adipocitos
es regular la homeostasis del metabolismo de lipidos de todo el cuerpo.(Ali et al., 2013;
Kanneganti & Dixit, 2012)

La adipogénesis es el proceso mediante el cual las células troncales mesenquimales
multipotenciales similares a los fibroblastos restringen su destino al linaje adipogénico,
diferenciandose en adipocitos maduros, llenos de triglicéridos. Las células similares a
fibroblastos se comprometen al linaje de adipocitos sin ningun tipo de cambios
morfolégicos, formando un preadipocito (adipocito comprometido). (Figura 1). Después,
los preadipocitos, que aun son morfolégicamente similares a fibroblastos, se someten a
la detencion o arresto de su crecimiento, acumulando lipidos en su interior (preadipocitos
diferenciados). Finalmente, los preadipocitos maduran en adipocitos funcionales, que
responden a la insulina (Figura 1). (Ali et al., 2013; Ghaben & Scherer, 2019)

El adipocito maduro se caracteriza por contener una gran gota lipidica que representa un
poco mas del 90% de su volumen celular, de tal forma que el citoplasma se compacta en
una capa delgada alrededor de esta gota lipidica, mientras que su nucleo y sus organelos
se desplazan hacia el borde exterior de la célula (Figura 1). (Ali et al., 2013; Maurizi et
al., 2018)
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Figura 1. Adipogénesis. Etapas de diferenciacion de un adipocito, desde su precursor

multipotencial hasta un adipocito maduro. Los adipocitos maduros conforman al tejido adiposo.

(Ali et al., 2013; Ghaben & Scherer, 2019)

Los adipocitos controlan el equilibrio energético almacenando triacilglicerol en periodos

de exceso de energia y oxidandolo durante la privacion o alta demanda de energia, como

el ayuno y el ejercicio. (Ali et al., 2013; Kanneganti & Dixit, 2012; Maurizi et al., 2018)

Los adipocitos expresan un perfil biolégico complejo y altamente adaptativo. Ante

diversos estimulos ambientales, los adipocitos son capaces de activar diferentes vias

metabolicas para diferenciarse y desdiferenciarse, convirtiéndose asi en diferentes

fenotipos segun las necesidades metabdlicas. (Maurizi et al., 2018)



5. Tejido adiposo

Los adipocitos se acumulan en grandes cantidades, constituyendo la mayor parte del
tejido adiposo. El tejido adiposo es un tejido conectivo que ademas de adipocitos, esta
constituido por fibroblastos, células endoteliales, células estromales vasculares y células
del sistema inmunoldgico.(Chung et al., 2018; Kanneganti & Dixit, 2012; Maurizi et al.,
2018) El tejido adiposo forma una capa aislante debajo de la piel que ayuda a regular la
temperatura del cuerpo, ademas de amortiguar y proteger los distintos 6rganos y partes
del cuerpo. (Ali et al., 2013; Goossens, 2017) Asi mismo, el tejido adiposo normal
constituye un érgano metabolico y enddcrino capaz de secretar diversas moléculas como
citocinas, quimiocinas y adipocinas. Entre estas moléculas se encuentran la leptina, la
adiponectina, el angiotensindégeno, las prostaglandinas, la resistina, el factor de necrosis
tumoral a (TNFa), la interleucina (IL) 6, la IL-8, la IL-10, la IL-1a, la proteina
quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), la proteina inflamatoria de macrofagos-1p
(MIP-1B), el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), la fosfatasa alcalina
y la adiponectina. (Ali et al., 2013; Chung et al., 2018; Dam et al., 2016; Kanneganti &
Dixit, 2012; Maurizi et al., 2018)

La secrecidon de las moléculas antes mencionadas esta determinada por el tamafio o
volumen de los adipocitos. Siendo asi, que la liberacién de citocinas proinflamatorias es
mayor en los adipocitos de gran tamafio que en los adipocitos de menor tamafo. La
pérdida de peso resulta en una reduccion en la secrecion de citocinas proinflamatorias y
como consecuencia, en una disminucién de las comorbilidades asociadas. (Ali et al.,
2013; Cottam et al., 2004)

Las moléculas liberadas por el tejido adiposo juegan un papel importante en el
metabolismo de otros tejidos, la regulacion del apetito, la homeostasis energética, la
sensibilidad a la insulina y las respuestas inmunoldgicas ante enfermedades. (Ali et al.,
2013)



5.1 Células del sistema inmunolégico en el tejido adiposo

Las células del sistema inmunoldgico residentes en el tejido adiposo desempefian
funciones importantes para el mantenimiento y homeostasis del tejido ya que participan
en la eliminacion de desechos moleculares y de células apoptoéticas. (Chung et al., 2018;
Kanneganti & Dixit, 2012; Maurizi et al., 2018; Seijkens et al., 2014)

En el tejido adiposo normal, las células del sistema inmunoldgico, incluidos los
eosindfilos, los macrofagos y los linfocitos T reguladores (Treg), contribuyen al
mantenimiento de la homeostasis metabdlica dentro del tejido adiposo. (Figura 2a) Por
otro lado, el estado inflamatorio del tejido adiposo en condiciones de obesidad provoca
gue exista un incremento en el nimero de células, ademas de la participacion de otras
células del sistema inmunologico. (Figura 2b). (Caér et al., 2017; Chung et al., 2018;
Kanneganti & Dixit, 2012)

6. Inflamacién y obesidad

La obesidad genera un estado inflamatorio del tejido adiposo de tipo crénico de bajo
grado. La expansion de la masa de tejido adiposo durante el desarrollo de la obesidad
implica una remodelacion tisular acompafiada de angiogénesis y respuestas
proinflamatorias. Sin embargo, los factores iniciales que generan los eventos
inflamatorios en la obesidad no estan claros. (Cottam et al., 2004; Dam et al., 2016;
Elgazar-Carmon et al., 2008; Goossens, 2017; Gregor & Hotamisligil, 2011; Kanneganti
& Dixit, 2012; Russo & Lumeng, 2018; Ryder et al., 2014; Seijkens et al., 2014)

Una caracteristica distintiva de la inflamacion metabdlica presente en la obesidad es que
se vuelve cronica. La expresion de citocinas proinflamatorias e infiltracion de células del
sistema inmunolégico parece ocurrir gradualmente, pero la inflamacién no se resuelve

con el tiempo. (Gregor & Hotamisligil, 2011; Kanneganti & Dixit, 2012)



Se sabe que esta inflamacién esta regulada por diversas células y mediadores

inmunoldgicos inflamatorios en respuesta al exceso de nutrientes, energia y grasa,
provocando alteraciones fibréticas y metabdlicas del tejido adiposo. (Caér et al., 2017;
Maurizi et al., 2018; Trottier et al., 2012)

Es probable que el continuo exceso caldrico provoque estrés oxidativo intracelular,
principalmente del reticulo endoplasmico, aumentando la expresion de diversos
marcadores inflamatorios en diferentes células y tejidos. (Gregor & Hotamisligil, 2011;
Maurizi et al., 2018)

Ademas, la sobrealimentacion prolongada provoca una acumulacién excesiva de
triglicéridos en el citoplasma de los adipocitos, misma que induce hiperplasia e hipertrofia
de los adipocitos. Los adipocitos hipertréficos tienen una capacidad para almacenar
rapidamente grasa en la dieta. Asi, el resultado es una redireccion de lipidos hacia otros
organos metabodlicos como el higado o los masculos. Aunque el aumento en el nUmero
de adipocitos puede ser bien tolerado por el organismo, el crecimiento de tamafo es
dafino pues induce estrés e hipoxia celular, asi como cambios moleculares. Los
adipocitos hipertroficos producen una cantidad anormal de citocinas, quimiocinas y
adipocinas, estimulando la generacion de nuevos vasos sanguineos o angiogénesis y el
reclutamiento de diversas células del sistema inmunoldgico. (Figura 2b) (Goossens,
2017; Kanneganti & Dixit, 2012; Maurizi et al., 2018; Russo & Lumeng, 2018; Seijkens et
al., 2014)

En particular estas células son macrofagos proinflamatorios M1, mastocitos, neutrofilos,
células asesinas naturales (NK) y linfocitos T y B. (Figura 2b) Durante el desarrollo de la
obesidad, estas células experimentan una produccibn anormal de citocinas y
quimiocinas, un aumento de la expresién de varios receptores o ligandos inflamatorios y
activacion de vias de sefalizacion de tipo inflamatorio. (Gregor & Hotamisligil, 2011;
Kanneganti & Dixit, 2012; Maurizi et al., 2018; Pirzgalska & Domingos, 2018; Russo &
Lumeng, 2018; Ryder et al., 2014; Seijkens et al., 2014)



A diferencia del tejido adiposo normal, el microambiente del tejido adiposo en
condiciones de obesidad provoca un aumento en la concentracion de diversos
mediadores inmunoldgicos los cuales son responsables del reclutamiento y activacion
de las células del sistema inmunolégico. Entre estos mediadores se encuentran el
angiotensindgeno, la resistina, el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), el
TNFa y las IL-1B, IL-6 e IL-8. Es de destacar que, aunque la expresion de estos
mediadores inflamatorios en individuos con obesidad aumenta, su expresion es menor
gue la que se presenta en casos de infeccién, trauma o respuesta inmune aguda.(Cottam
et al., 2004; Dam et al., 2016; Gregor & Hotamisligil, 2011; Seijkens et al., 2014)
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Figura 2. Tejido adiposo normal y en obesidad. a) El tejido adiposo normal esta constituido
por adipocitos y células como macréfagos, linfocitos T reguladores, eosindfilos, etc. b) En
condiciones de obesidad, los adipocitos sufren de hiperplasia e hipertrofia. Estos cambios
provocan estrés e hipoxia celular que desencadenan muerte celular y liberacién de citocinas. A
su vez, se estimula el reclutamiento de neutrofilos, mastocitos, linfocitos B y células asesinas

naturales (NK).



7. Neutrofilos

Los neutrofilos son los leucocitos mas abundantes en la sangre. Representan
aproximadamente el 70% de los mismos. Se producen en la médula 6sea en grandes
cantidades, aproximadamente 10 células por dia. Los neutréfilos pertenecen al sistema
inmune innato y son considerados fagocitos profesionales. Los neutréfilos muestran una
morfologia nuclear condensada y multilobulada, en su citoplasma contiene pocas
mitocondrias y una gran cantidad de granulos y vesiculas. Estas caracteristicas permiten
gue sean designados como leucocitos polimorfonucleares (PMN). (Figura 3). (Dam et al.,
2016; Delgado et al., 2017; Fadini et al., 2016; Futosi et al., 2013; Mantovani et al., 2011,
Nguyen et al., 2017; Rosales, 2018; Segal, 2005; Selders et al., 2017; Sollberger et al.,
2018; Winterbourn et al., 2016)

Los neutrodfilos tienen una vida media corta, de 6 a 12 horas en el torrente sanguineo.
Cuando son estimulados por quimiocinas liberadas por estimulos microbianos o
inflamatorios, como el interferén de tipo 1 y Il (IFN-1y II), el factor estimulante de colonia
de granulocitos (G-CSF), el TNF, el leucotrieno B4 o la IL-8, los neutréfilos migran hacia
los tejidos a través de un proceso llamado diapédesis, donde tienen una vida util mas
prolongada de entre 3 y 7 dias. Posteriormente, los neutrofilos son eliminados por los
macrofagos en el higado, el bazo o la médula 6sea. (Delgado et al., 2017; Futosi et al.,
2013; Kubes, 2018; Mantovani et al., 2011; Rosales, 2018; Selders et al., 2017;
Sollberger et al., 2018; Winterbourn et al., 2016)

Los neutrdfilos responden a multiples sefales, siendo capaces de producir grandes
cantidades de citocinas y quimiocinas, incluidas el TNF-a, la IL-1B, la IL-8 y la quimiocina
(regiéon C-C) ligando 3 (CCL3) también conocida como proteina inflamatoria del
macréfago la (MIPla). La expresion de estas moléculas induce, a su vez, el
reclutamiento temprano de diversas células del sistema inmunoldgico, como macréfagos,
células dendriticas, células NK vy linfocitos. (Dam et al., 2016; Mantovani et al., 2011;
Maurizi et al., 2018; Rosales, 2018; Selders et al., 2017)



Los neutrofilos participan en la defensa contra patégenos extracelulares y son los
principales efectores de la reaccion inflamatoria aguda, ya que son las primeras células
gue se reclutan en el sitio de la inflamacion. Los neutréfilos pueden activarse mediante
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP), como los N-formil péptidos, o
mediante patrones moleculares asociadas a dafio (DAMP), como acido
desoxirribonucleico (DNA) o adenosin trifosfato (ATP). Estos PAMP y DAMP son
reconocidos por una gran cantidad de receptores de superficie celular presentes en los
neutrofilos, tales como los receptores Fc (FcR), los receptores tipo Toll (TLR), los
receptores acoplados a proteinas G (GPCR), los receptores para citocinas, las integrinas
y las selectinas, entre otros. La actividad de defensa de los neutrofilos se basa en el
reconocimiento y eliminacion de moléculas o microorganismos a través de distintos
mecanismos o funciones. (Delgado et al., 2017; Futosi et al., 2013; Mantovani et al.,
2011; Maurizi et al., 2018; Rosales, 2018; Selders et al., 2017; Sollberger et al., 2018)
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Figura 3. Morfologia del neutréfilo. El neutréfilo se caracteriza por tener un nucleo

multilobulado y presencia de multiples granulos citoplasmaticos.



8. Funciones de los neutroéfilos

8.1 Desgranulacion

El neutrdfilo contiene tres tipos de granulos en su citoplasma, los granulos primarios o
azurdfilos (Figura 4a), los secundarios o especificos (Figura 4b) y los terciarios o de
gelatinasa (Figura 4c), ademas contiene vesiculas secretoras (Tabla 2). Durante la
maduracién de los neutréfilos en la médula 6sea, los granulos primarios son los primeros
en producirse. Contienen enzimas como la mieloperoxidasa (MPO), las defensinas, la
lisozima, la proteinasa 3, la catepsina G y la elastasa de neutréfilos (NE). Los granulos
secundarios son los siguientes en formarse y contienen proteinas como la lactoferrina
(que se une y secuestra el hierro y el cobre), la M-ficolina y la lisozima. Ademas,
contienen proteinas de membrana como el flavocitocromo b558 (cytb 558) de la
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasa o NOX. Después, se forman
los granulos terciarios o de gelatinasa contienen proteinas como la gelatinasa, las
metaloproteinasas de matriz 2y 9 (MMP-2, MMP-9) y la arginasa. Finalmente se forman
las vesiculas secretoras que contienen albumina de suero humano, las moléculas de
adhesion y receptores como la integrina alfa subunidad M (conocida como CD11b) y el
receptor de péptido formilo 1 (FPR1). La reasociacion de estas vesiculas con la
membrana plasmatica repone lo que se consume durante la fagocitosis. La
desgranulacion ocurre cuando los receptores del neutrofilo son estimulados y los
granulos son movilizados a la membrana plasmatica para que su contenido sea liberado
al interior del fagosoma durante la fagocitosis o al espacio extracelular, respectivamente,
permitiendo la eliminacion de agentes patdégenos y/o la degradacion de la matriz
extracelular. (Figura 4) (Segal, 2005; Selders et al., 2017; Zeng et al., 2019)



Tabla 2. Tipos de granulos. Contenido enzimético de los granulos del neutrdfilo.

Granulos Contenido

Primarios | MPO, defensinas, lisozima, proteinasa 3, catepsina G y NE.

Secundarios Lactoferrina, M-ficolina y lisozima.

Terciarios Gelatinasa, MMP-2, MMP-9 y arginasa.

MPO: mieloperoxidasa; NE: elastasa de neutréfilos; MMP-2: metaloproteinasa de matriz 2;

MMP-9: metaloproteinasa de matriz 9.

Bacteria

Figura 4. Desgranulacion. El neutrofilo contiene tres tipos de granulos, los primarios (a), los
secundarios (b) y los terciarios (c). Cada uno de estos granulos contienen diferentes

componentes enzimaticos que son liberados al exterior para eliminar a los agentes patégenos.



8.2 Fagocitosis

La fagocitosis es el proceso de deteccion, procesamiento y eliminacién de particulas de
mas de 0.5 ym de diametro, incluidos microorganismos, sustancias extrafias y células
apoptaéticas. (Uribe-Querol & Rosales, 2020)
El proceso de fagocitosis involucra las siguientes fases:
1. Deteccion de la particula a ingerir.
La deteccion de particulas esta mediada por receptores presentes en la membrana
plasmatica de la célula fagocitica. Estos receptores se clasifican en receptores no
opsoénicos y receptores opsonicos.
Los receptores no opsonicos son principalmente receptores de reconocimiento de
patrones (PRR), quienes reconocen PAMP.
Los receptores opsonicos, tal como su nombre lo indica, reconocen opsoninas, las
cuales son proteinas derivadas del huésped. Entre estos receptores se encuentran
los receptores Fc-gamma (FcyR), que se unen especificamente al fragmento
cristalizable (Fc) de las moléculas de inmunoglubulina G (IgG); los receptores del
complemento (CR), que se unen a moléculas de complemento activadas y

depositadas en microorganismos o células (Figura 5a).

2. Internalizacion de la particula y formacién del fagosoma.

Cuando los receptores fagociticos reconocen una particula se activan distintas vias
de sefalizacion para iniciar la fagocitosis. Produciendo asi, una reorganizacion del
citoesqueleto de actina y cambios en la membrana, que resulta en la formacion de
una copa fagocitica. La copa es una depresion del area de la membrana que toca a
la particula. Posteriormente, se forman pseuddépodos alrededor de la particula hasta
gue la membrana cubre completamente la particula. Los pseudépodos se fusionan
en su extremo distal formando una vesicula, la cual se desprende de la membrana
plasmatica hacia el interior de la célula. Esta nueva vesicula que contiene a la
particula es el fagosoma (Figura 5b).



3. Maduracion del fagosoma y eliminacion de la particula.

Una vez internalizado, el fagosoma madura, es decir que cambia su composicién
membranal y su contenido mediante eventos sucesivos de fusion y fisibn de
vesiculas. Estos cambios permiten que el fagosoma madure y se transforme en una
nueva vesicula, el fagolisosoma, capaz de degradar a la particula ingerida.

La maduracién del fagosoma a fagolisosoma consiste en tres etapas:
1. Fagosoma temprano:
El fagosoma recién formado se combina con endosomas tempranos. Esta
combinacion se da por eventos de fusion de membranas. Aun cuando el
fagosoma se combina con varios endosomas, el fagosoma no incrementa su
tamafio debido a que también de él se eliminan vesiculas, llamadas vesiculas

de reciclaje. (Figura 5c)

2. Fagosoma tardio:
El fagosoma temprano se combina con endosomas tardios, permitiendo la
incorporacion de proteasas como catepsinas e hidrolasas. En su membrana
se acumulan moléculas de ATPasa de tipo vacuolar (V-ATPasa), la cual es
responsable de la acidificacion del interior del fagosoma. El interior tiene un pH

aproximado de 5.5 - 6.0. (Figura 5d)

3. Fagolisosoma:

El fagosoma tardio se fusiona con los lisosomas formando el fagolisosoma.
Los lisosomas son organelos celulares con la capacidad de degradar
microorganismos. Esta capacidad esta dada por que su interior es muy acido,
con un pH aproximado de 5.5. Los lisosomas contienen enzimas hidroliticas
como catepsinas, proteasas, lisozimas y lipasas. Ademas, la membrana del
recién fagolisosoma presenta el complejo NADPH oxidasa, responsable de la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). (Figura 5e) (Uribe-Querol
& Rosales, 2020; Winterbourn et al., 2016)
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Figura 5. Fagocitosis. El mecanismo de fagocitosis consta de distintas etapas: a) Deteccion de
la particula a ingerir. b) Internalizacién a través de la formacion de la copa fagocitica y
pseuddpodos para la posterior formacién del fagosoma. Maduracién del fagosoma y eliminacion
de la particula: ¢) Formacion del fagosoma temprano, d) formacion del fagosoma tardio, €)
formacion del fagolisosoma. V-ATPasa: ATPasa de tipo vacuolar; ROS: Especies reactivas de
oxigeno; NADPH: Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato.



8.3 Formacioén de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

La formacion de ROS o también llamado estallido respiratorio, es un mecanismo
antimicrobiano y un componente principal de la defensa inmune innata contra infecciones
bacterianas y fungicas. En este mecanismo se consumen grandes cantidades de oxigeno
y se metabolizan en radicales superoxido. Los neutréfilos son los productores mas
intensos de este radical. Por otra parte, la formacién de ROS tiene participacién en
distintas vias de sefalizacion que modulan distintas respuestas celulares como la
desgranulacion, la apoptosis, la fagocitosis y la formacién de trampas extracelulares de
neutréfilos (NET). (Nguyen et al., 2017; Winterbourn et al., 2016; Zeng et al., 2019)

Los neutréfilos producen ROS a través de la NADPH oxidasa. Los componentes de
NADPH oxidasa estan latentes en las células en reposo y se activan en respuesta a
mediadores proinflamatorios, microorganismos, fagocitosis y/o la activacion de PRR.
Esta activacion se presenta cuando los neutrofilos fagocitan, por lo tanto, la localizacion
de este complejo se encuentra mayormente en la membrana del fagosoma. (Nguyen et
al., 2017; Winterbourn et al., 2016; Zeng et al., 2019)

La NADPH oxidasa est4 formada por el complejo de fagocitos oxidasa (phox), que
incluye cinco subunidades: p40Ph°* (Figura 6a), p47P"* (Figura 6b), p67°P°* (Figura 6c),
p22Phox (Figura 6d) y gp91Phox (Figura 6e). En su estado de reposo, gp91Phox y p22phox
forman una subunidad heterodimérica, el cytb 558, que constituye el nucleo catalitico de
la NADPH oxidasa y reside en las membranas celulares, incluidas las membranas de los
fagosomas, vesiculas secretoras, granulos especificos y la membrana plasmatica.
gp91Phox es la transferasa de electrones de la NADPH oxidasa, su dominio citosdlico
acepta electrones de NADPH vy los transfiere a través de la membrana a la molécula de
oxigeno (O2) para generar el anion superéxido (O2). p22°Phox actlla como un sitio de
acoplamiento para el complejo trimérico regulador a través de su interaccién con p47°Pnox,
El complejo regulador, compuesto por p40P"oX, p47rhox y pg7PhoX reside como un complejo
en el citoplasma de las células inactivas. Tras la activacion, el complejo regulador
interactla con cytb558 para promover la transferencia de electrones de NADPH oxidasa
a flavin adenina dinucledtido (FAD). Ademas de estas subunidades de oxidasa, la enzima



guanosina trifosfatasa (GTPasa) pequefia de la familia Rac 2 (Rac2) (Figura 6f) es una

subunidad esencial y esta secuestrada en el citoplasma como Rac-GDP en células en
reposo. (Nguyen et al., 2017; Segal, 2005; Zeng et al., 2019)

Cuando los neutrofilos son estimulados, el ensamblaje de la NADPH oxidasa se inicia
mediante dos eventos simultaneos: la activacion de Rac2 mediante el intercambio de
difosfato de guanosina (GDP) por trifosfato de guanosina (GTP) a Rac-GTP y la
fosforilacion de p47P"* en mililtiples sitios de serina. Tras la activacion, Rac2 y el
complejo p47Phox/p4prhox/p67rhox fosforilado se trasladan simultdneamente a la membrana
para interactuar con cytb558, formando el complejo NADPH oxidasa. Una vez formado,
el complejo NADPH oxidasa cataliza la oxidacion de NADPH a nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADP*) + H*, posteriormente se da la transferencia de electrones
del citoplasma a la molécula de Oz, generando finalmente O%. (Nguyen et al., 2017;
Winterbourn et al., 2016)

Tras su liberacion, el O?, sufre una dismutaciéon espontanea o enzimatica a peréxido de
hidrégeno (H20:2). Luego, el H202 puede oxidar el hierro ferroso para generar radical
hidroxilo (OH-) altamente reactivo a través de un mecanismo conocido como reaccion de
Fenton. Este radical es altamente toxico para las bacterias. Por otro lado, la MPO liberada
de los granulos primarios convierte el H202 en &cido hipocloroso (HOCI), que es
altamente bactericida a pH neutro o bajo, favoreciendo la eliminacion de patdégenos
(Figura 69). Estos derivados del oxigeno tienen la capacidad de restringir el crecimiento
bacteriano, ya que pueden difundirse a través de las membranas de patdgenos
bacterianos, tanto intracelulares como extracelulares y dafiar sus moléculas de DNA,
proteinasy lipidos. (Figura 6) (Nguyen et al., 2017; Segal, 2005; Winterbourn et al., 2016;
Zeng et al., 2019)



Las ROS se pueden liberar extracelularmente al ambiente en el sitio de la infeccién o

intracelularmente en el fagolisosoma luego de la fagocitosis de particulas o
microorganismos. También es de importancia destacar que las ROS pueden aumentar
aun mas la respuesta antimicrobiana general de los neutréfilos al activar la liberacion de
granulos, inducir la formacién de NET y estimular la producciéon de citocinas
proinflamatorias como el TNFa y proteina inflamatoria de macrofagos 2 (MIP-2). (Nguyen
et al., 2017; Winterbourn et al., 2016)

Una respuesta inmunoldgica enérgica con frecuencia elimina un patégeno mediante la
formacion de ROS, pero puede causar dafios locales significativos y, en algunos casos,
el dafio puede ser a largo plazo. El dafio extenso puede contribuir a la lesion tisular y

enfermedades inflamatorias.(Nguyen et al., 2017)



Figura 6. Formacion de Especies Reactivas de Oxigeno. La nicotinamida adenina

dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasa estd conformada por las subunidades p40phox (a),
p47phox (b), p67phox (c), p22phox (d) y gp91phox (e), ademas de Rac?2 (f). La NADPH oxidasa
cataliza la oxidacion de NADPH vy facilita la transferencia de electrones del citoplasma a la
molécula de oxigeno (O), generando anién superoéxido (O2). El O2 sufre dismutacién a peroxido
de hidrégeno (H.0.) mediante la enzima superoxido dismutasa (SOD). Luego, el H,O, oxida el
hierro ferroso (Fe®") para generar radical hidroxilo (OH-) mediante la reaccién de Fenton. La
mieloperoxidasa (MPO) liberada de los granulos primarios convierte el H.O en acido hipocloroso
(HOCI) (g). Estos derivados del oxigeno tienen la capacidad de restringir el crecimiento

bacteriano y permitir su eliminacion.



7.4 Formacion de Trampas Extracelulares de Neutréfilos (NET)

Los neutrdéfilos pueden llevar a cabo la expulsion de redes fibrilares extracelulares de
DNA denominadas NET. Estas redes estdn compuestas por cromatina (histonas, a
menudo citrulinadas, y DNA) y proteinas derivadas de los granulos primarios,
secundarios y terciarios. Entre las enzimas se encuentran la elastasa, la MPO, la
catepsina G, la lactoferrina, la pentraxina 3, la gelatinasa y la proteinasa 3, entre otras.
Las NET actian como una red o malla voluminosa y pegajosa que atrapa a los
microorganismos Yy, a su vez, facilita la interaccién con las proteinas derivadas de los
granulos para su eliminacién. Al proceso por el cual el neutrdfilo libera las NET se le
denomina NETosis. La NETosis es un tipo de muerte celular distinta de la necrosis, de
la apoptosis, de la necroptosis y de la autofagia. (Delgado et al., 2017; Fadini et al., 2016;
Mantovani et al., 2011; Sollberger et al., 2018)

Los eventos que tienen lugar durante la NETosis siguen un proceso coordinado de varios
pasos, siendo estos: (Figura 7) (Delgado et al., 2017; Fadini et al., 2016; Selders et al.,
2017; Sollberger et al., 2018)

1. EIl neutréfilo reconoce el estimulo, como bacterias, hongos, virus, parasitos,
citocinas o quimicos, a través de sus receptores membranales. (Figura 7a)

2. Laactivacion de los receptores membranales induce una cascada de sefializacion
gue culmina en la activacion del complejo de NADPH oxidasa, responsable de la
formacion de ROS. (Figura 7a)

3. Las ROS permiten la citrulinacién de la enzima arginina-deaminasa 4 (PAD4) de
las histonas, modificando asi los aminoacidos de arginina a citrulina para permitir
la descondensacion de la cromatina al promover la pérdida de las cargas positivas
necesarias para la interaccion de las histonas con el DNA. (Figura 7b)

4. La membrana nuclear se rompe y se forman pequefas vesiculas individuales.
(Figura 7c)

5. La cromatina se dispersa por todo el citoplasma, donde se mezcla con proteinas
citoplasmaticas y enzimas granulares. (Figura 7d)

6. La membrana plasmatica se rompe. (Figura 7d)



7. La cromatina descondensada y mezclada con proteinas proteinas granulares es

liberada al espacio extracelular. (Figura 7d)

La cromatina posee una actividad antimicrobiana intrinseca. El DNA actia como un
agente quelante de los cationes, capaz de romper las membranas de los
microorganismos. Debido a sus cargas negativas, el DNA forma la columna vertebral
pegajosa de las NET, a la que se adhieren las histonas y las enzimas. Estos filamentos
se organizan en redes que atrapan fisicamente a las bacterias, pero también permiten la
concentracion local de componentes bactericidas. (Delgado et al., 2017; Fadini et al.,
2016)

Por otro lado, es probable que una NETosis excesiva represente un mecanismo de dafio
tisular en varias condiciones patoldgicas. Por ejemplo, las histonas liberadas, ademas de
ser bactericidas, también pueden matar células eucariotas e inducir toxicidad y trombosis
tisular. Asi mismo, el DNA expulsado es reconocido por células circulantes como un
DAMP, induciendo una activacion exagerada de la inmunidad innata. Por lo que el dafio
del DNA inducido por inflamacion y la inflamacién inducida por el DNA forman un circulo
vicioso. Como resultado, la NETosis y sus componentes asociados pueden inducir
inflamacion que, si no se resuelve, puede causar dafio tisular y vascular. (Fadini et al.,
2016; Kubes, 2018; Selders et al., 2017; Sollberger et al., 2018)
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Figura 7. Formacion de trampas extracelulares de neutrofilos (NET). a) El neutrdfilo
reconoce el estimulo, siendo microorganismos, citocinas o quimicos, a través de sus receptores
membranales. Posteriormente, se induce una cascada de sefializacion que culmina en la
activacion de la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasa o NOX y la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). b) Las ROS formadas permiten la
citrulinacion de las enzimas arginina-deaminasa 4 (PAD4) de las histonas, modificando los
aminoacidos de arginina a citrulina. Esto desencadena la descondensacion de la cromatina,
histonas y acido desoxirribonucleico (DNA). c¢) La membrana nuclear se rompe, formando
pequefias vesiculas. d) La cromatina se dispersa por todo el citoplasma, mezclandose con
proteinas citoplasmaticas y de los granulos. La membrana plasmatica se rompe, liberando las
NET al espacio extracelular, es decir cromatina descondensada mezclada con distintas

proteinas.




9. Neutréfilos y enfermedades

Cada vez es mas evidente que los neutrdfilos, en tejidos en condiciones homeostéticas,
son células que cumplen funciones mas alla de eliminar microorganismos. Sin embargo,
en tejidos con diversas condiciones patoldgicas, los neutréfilos también presentan

distintas propiedades o funciones celulares.

Céancer
Las células inflamatorias son un componente esencial del microambiente tumoral,

participando en la progresion del tumor. Las células tumorales producen diversas
citocinas y quimiocinas inflamatorias, como IL-8, que permiten la quimiotaxis de
neutroéfilos. A estos neutroéfilos se les denomina neutrdfilos asociados a tumores (TAN).
Los TAN pueden promover la inestabilidad genética, posiblemente a través de la
produccion de ROS; estimular la angiogénesis o a través de la produccion de
metaloproteinasa de matriz 9 (MMP9) y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF).
(Mantovani et al., 2011)

Diabetes mellitus

La diabetes mellitus se caracteriza por una inflamacién crénica que involucra factores
humorales y diferentes tipos de glébulos blancos, incluidos los leucocitos mononucleares
y polimorfonucleares. Se sabe que en los individuos diabéticos hay un aumento del
recuento de neutrofilos y disfuncion de la actividad fagocitica. Se ha observado que el
microambiente diabético puede favorecer la NETosis, ya que en condiciones diabéticas
(hiperglucemia), los neutrofilos generan estrés oxidativo y producen citocinas como IL-6
y TNF-a, que predisponen a los neutrdéfilos a producir NET. (Delgado et al., 2017)

En la hiperglucemia, los neutréfilos humanos y de ratén estan preparados para sufrir
NETosis. Los neutrofilos en circulacion responden a las concentraciones altas de
glucosa, liberando proteinas S100 que se unen a calcio, las cuales interactian con
receptores que inducen a los macréfagos y a las células progenitoras mieloides en la
médula 0sea para que secreten G-CSF. En consecuencia, aumenta la produccion de
neutrofilos. Estos nuevos neutrofilos liberados estan preparados para la produccion de
ROS y la formacion de NET. (Rosales, 2018)



Enfermedades cardiovasculares

La NETosis y la disfuncién de las células endoteliales pueden interactuar para promover
el dafio vascular. Ademas, la contribucion de las NET en la estimulacion de la trombosis
esta bien establecida, ya que las NET atrapan y activan las plaquetas y también pueden
activar la via intrinseca de la coagulacion, principalmente a través del DNA de doble
cadena. Las NET se pueden detectar en placas ateroscleréticas, donde los cristales de
colesterol desencadenan la liberacion de NET, que a su vez preparan a los macréfagos
para la liberacién de citocinas, activando las células T cooperadoras 17 (Th1l7) que
amplifican el reclutamiento de las células del sistema inmunoldgico. (Fadini et al., 2016)

Obesidad

En modelos murinos obesos en condiciones de una dieta alta en grasas, se ha
demostrado que hay una mayor diferenciacion de los progenitores mieloides en
neutrofilos y monocitos en la médula 6sea, produciendo cantidades mayores a las
normales de neutréfilos y monocitos en la sangre y en el bazo. El contenido de neutréfilos
del tejido adiposo incrementa 20 veces. Los neutrofilos invaden el tejido adiposo en tres
dias, mientras que los macrofagos tardan siete dias. Esto sugiere que los neutrofilos son
las primeras células del sistema inmunolégico que se reclutan en el tejido adiposo.
Posteriormente, los neutrofilos secretan citocinas para el reclutamiento de células T y B.
(Chung et al., 2018; Dam et al., 2016; Maurizi et al., 2018; Seijkens et al., 2014; Talukdar
et al., 2012)

En humanos, al evaluar y comparar el nimero de neutréfilos sanguineos entre los
pacientes con obesidad (4.5 £ 2.4) y personas delgadas (4.1 + 0.3), se ha reportado que

no existen diferencias. (Brotfain et al., 2015)

Sin embargo, también se ha reportado que el nimero de neutrdéfilos es significativamente
mayor entre el grupo de individuos con obesidad (5359 + 1788) en relacion con el grupo
de individuos delgados (4585 + 1473). (Karakaya et al., 2019) Incluso, el numero de
neutréfilos es mas alto cuando el IMC incrementa. (Dixon & O'Brien, 2006). Asi mismo,
la frecuencia de agregados de leucocitos polimorfonucleares y plaguetas (PMNL-PLT)
se ven incrementados significativamente en pacientes con obesidad (7.47 + 2.45 [6.82 —
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8.11]% a diferencia de las personas con peso normal (5.85 + 1.89 [5.14 — 6.55]%).

(Minervino et al., 2015) Por otro lado, el nimero de neutréfilos sanguineos aumenta en
pacientes con obesidad (4.528 + 268) a diferencia de los individuos delgados (3.662 +
427), pero esta diferencia no es significativa. (Trottier et al., 2012)

En cuanto al sexo, en hombres la obesidad se asocié con un aumento significativo en el
porcentaje de neutrofilos (52.95 + 9.74) en comparacién con los hombres delgados
(46.45 £ 11.15). En las mujeres, no hubo diferencias significativas entre los casos de
obesidad (54.18 + 10.30) y los controles delgados (55.92 + 10.77). De acuerdo con el
recuento de células, hubo un aumento significativo en el nimero total de neutréfilos en
sujetos masculinos con obesidad (3.33 + 1.62) a diferencia de los sujetos delgados (2.39
+ 1.14). En las mujeres obesas (3.48 + 1.34), no hubo diferencias significativas en el
numero total de neutréfilos en comparacion con las mujeres delgadas (3.18 £ 1.19). (Xu
et al., 2015)

Al evaluar el numero de neutréfilos infiltrados en vasos sanguineos de la grasa
subcutanea, el numero de neutrdéfilos es significativamente mayor en mujeres obesas
(6.5 £ 0.7), que en las mujeres con sobrepeso y en las mujeres con peso normal (2.1 £
0.7). Asi mismo, el numero de neutréfilos por vaso sanguineo correlaciona
significativamente con el IMC (r = 0.48). (Shah et al., 2010)

En estudios realizados en individuos que se sometieron a cirugia para pérdida de peso,
no se observaron diferencias significativas en el porcentaje relativo de neutrdfilos a los
1, 3,6y 12 meses (48,6%, 50,77%, 49,5%, 51%, respectivamente). (Cottam et al., 2002)
En contraste, se ha observado una disminucion significativa en el nimero de neutrdfilos
de individuos con obesidad (4.43 £+ 1.40) que se han sometido a la disminucién de su

peso corporal después de dos afios (3.72 + 1.36). (Dixon & O'Brien, 2006)



Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segun la OMS, hoy en dia, México, ocupa los primeros lugares de prevalencia mundial

en obesidad y sobrepeso (OMS, 2020). La obesidad y el sobrepeso son los factores de
riesgo con mayor incidencia en la poblacion infantil, adolescente y adulta, asi mismo es
alarmante que la obesidad moérbida o grado Il se presenta desde jovenes. Varias
enfermedades han sido relacionadas con la obesidad, tales como la diabetes mellitus,
las enfermedades cardiovasculares y la resistencia a la insulina. (Shamah-Levy T. et al.,
2020) La obesidad es un estado fisiopatolégico crénico y complejo causado por la
acumulacion excesiva del tejido adiposo en el organismo. El tejido adiposo de los
pacientes con obesidad promueve un entorno proinflamatorio potencialmente activador
de neutrodfilos. Existe poca evidencia de las funciones de los neutrdéfilos en el tejido
adiposo. Sin embargo, no se conoce si las funciones de los neutréfilos sanguineos estan
alteradas en pacientes con obesidad. En la Clinica de obesidad del IMSS, se atienden
diariamente aproximadamente cinco pacientes con obesidad grado Il o lll. En este trabajo
se exploran cambios en la fagocitosis, la formacion de ROS y la formacion de NET de

neutroéfilos sanguineos de pacientes con obesidad grado llI.

ll. JUSTIFICACION

Debido a que la tasa de obesidad grado Ill va en aumento a nivel mundial, es relevante
conocer la participacion del sistema inmunolégico en este escenario. El sistema
inmunolégico innato y adaptativo mantienen la homeostasis corporal. Sin embargo,
cuando el peso corporal aumenta por acumulacion de grasa este estado de homeostasis
se rompe. Hasta el momento se ha demostrado que los neutréfilos promueven un estado
inflamatorio en el tejido adiposo. Sin embargo, no se conoce si en pacientes con obesidad
los neutréfilos sanguineos son méas susceptibles a ser activados, y por ende modificar
sus funciones. El conocer el estado de activacion de los neutréfilos sanguineos nos
llevara a entender mejor los cambios que se presentan en pacientes con obesidad grado
II.



IV. HIPOTESIS

e Los neutréfilos sanguineos de pacientes con obesidad grado Ill presentan mayor
formacion de ROS que los neutréfilos sanguineos de personas con peso normal.

e Los neutréfilos sanguineos de pacientes con obesidad grado Ill presentan mayor
fagocitosis que los neutréfilos sanguineos de personas con peso normal.

e Los neutrdfilos sanguineos de pacientes con obesidad grado Il presentan mayor
formacion de NET que los neutrdfilos sanguineos de personas con peso normal.

V. OBJETIVO GENERAL
Comparar las funciones de los neutréfilos sanguineos de pacientes con obesidad grado

lIl'y de personas con peso normal.

V1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Comparar la formacion de especies reactivas de oxigeno de los neutrofilos
sanguineos en pacientes con obesidad grado Il y en personas con peso normal.
2) Comparar la actividad fagocitica de los neutrofilos sanguineos en pacientes con
obesidad grado Ill y en personas con peso normal.
3) Comparar la formacion de NET de los neutrofilos sanguineos en pacientes con

obesidad grado Ill y en personas con peso normal.

VII. DISENO DEL ESTUDIO

1. Poblacion de estudio:

Pacientes con diagndstico de obesidad grado Ill que acudieron a la clinica de Obesidad
del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS.
Personas con peso normal que acudieron a la clinica de Obesidad del Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS o al Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM.



2. Periodo de estudio:
De agosto de 2019 a marzo de 2020.

3. Descripcidon del estudio:

Se invitd a participar a los pacientes con obesidad grado Ill y a personas con peso
normal, que acudieron a consulta en la Clinica de Obesidad del Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI o al Instituto de Investigaciones de
la UNAM, en el periodo de tiempo determinado. Para su inclusion en el estudio, se solicitd
a los participantes la firma de una carta de consentimiento informado (Anexo 1). El Doctor
Aldo Ferreira Hermosillo, encargado de la Clinica de Obesidad del IMSS, se encargo de
diagnosticar a los donadores, de acuerdo con los criterios establecidos (Tabla 3). El
protocolo de investigacion fue aprobado por el comité de Investigacion y el comité de
Etica del IMSS.

Tabla 3. Criterios de inclusion, no inclusion y eliminacion para los donadores de

peso normal y con obesidad.

Criterio Caracteristicas

Para los pacientes con obesidad:
1. Edad = 18 afios, de ambo sexos.
2. IMC 2 40 kg/m?, sin importar sus comorbilidades asociadas.
3. Que acepten participar en el estudio y firmen su carta de
consentimiento informado.
Criterios de 4. Sin datos clinicos de infecciones agudas o cronicas.
inclusion 5. Sin leucocitosis o leucopenia en la biometria hematica y con

examen general de orina sin datos de infeccion.

Para las personas con peso normal:
1. Edad = 18 afios, de ambo sexos.

2. IMC < 25 kg/m?, sin comorbilidades conocidas.




Que acepten participar en el estudio y firmen su carta de
consentimiento informado

Sin datos clinicos de infecciones agudas o crénicas.

Sin leucocitosis o leucopenia en la biometria hematica y con

examen general de orina sin datos de infeccién.

Para ambos grupos:

1. Participantes con enfermedades autoinmunes inflamatorias
(como artritis reumatoide, Lupus eritematoso sistémico), en
tratamiento con esteroides o farmacos antioxidantes en los
Criterios de no tltimos 3 meses.
inclusion 2. Participantes que hayan tenido procedimientos quirirgicos en
los Ultimos tres meses.
3. Participantes con tabaquismo activo o consumo de drogas en
los ultimos 3 meses.
4. Participantes con antecedente de infeccién por VIH.
Pacientes con obesidad:
1. Pacientes con muestra inadecuada para la medicion (cantidad
insuficiente o suero lisado).
2. Pacientes que retiren su consentimiento para participar.
Criterios de
Personas con peso normal:
eliminacion

1.
2.

3.

Muestra inadecuada para la medicion.

Que derivado de los resultados de laboratorio o toma de
variables antropométricas resulten con alguna comorbilidad
como glucosa en ayuno alterada, hipertension o dislipidemia.

Que retiren su consentimiento para participar.

IMC: indice de Masa Corporal; VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana.




4. Tamano de la muestra.

Para calcular el tamafio de muestra se utilizo la siguiente férmula:

n = <(Za/g)ca>>2

Donde Z es el valor z obtenido de la tabla de distribuciéon Z, o es la desviacidon estandar

y E es el margen de error que se desea.

Se consideraron los datos con una significancia de p menor a 0.05 y un margen de error
de 2. De esta forma, para los ensayos de formacion de ROS, tomando una desviacion
estandar de 5.3, se obtuvo un tamafio de muestra de 26.

Al calcular el tamafio de muestra para los ensayos de fagocitosis y de formacion de NET,
se tomo una desviacion estandar de 2.5 y se obtuvo un tamafio de muestra de 6 para
cada uno de los ensayos. Es decir, se necesita una muestra minima de 38 participantes.
A pesar de que el tamafio de muestra maximo es de 38 participantes, se considero tener

un tamafno de muestra de al menos 50 participantes por grupo.

Debido a las condiciones de la emergencia sanitaria de la pandemia por la enfermedad
por coronavirus de 2019 (COVID-19), no se pudieron llevar a cabo obtener los tamafios
de muestra planteados.

Para el ensayo de formacién de ROS, se obtuvo una muestra de 3 para el grupo de
personas con peso normal, mientras que para el grupo de pacientes con obesidad se
obtuvo una muestra de 3.

Para el ensayo de fagocitosis, se obtuvo una muestra de 3 para el grupo de personas
con peso normal, mientras que para el grupo de pacientes con obesidad se obtuvo una
muestra de 2.

Por ultimo, para el ensayo de formaciéon de NET se obtuvo una muestra de 1, siendo
parte del grupo de pacientes con obesidad.



VIil. METODOLOGIA.

1. Purificacion de neutréfilos sanguineos

Los neutrofilos se obtuvieron, tal como se describié previamente (Garcia-Garcia et al.,
2013), a partir de una muestra de 10 mL de sangre periférica fresca de los donadores,
mediante puncion de la vena antecubital. La sangre se colecté en un tubo de centrifuga
estéril de 15 mL con 0.25 ml de heparina (1000 Ul/mL) y 2 mL de dextran T500 al 6%. El
dextran favorece la aglutinacion de los eritrocitos que se sedimentan formando dos fases.
La fase plasmética contiene los leucocitos. El tubo se mezcl6é con cuidado para evitar
gue se formen burbujas y se dejo sedimentar por 40 minutos a temperatura ambiente.
Una vez que se separ6 el plasma de los eritrocitos, se tomo el plasma y se transfirié en
las paredes de un tubo de 15 mL que contenia 5 mL de Ficoll-Plaque®, un medio en
gradiente de densidad. El Ficoll-Plaque® se adicioné cuidadosamente sobre el plasma,
sin mezclarlos. Posteriormente, se centrifugd a 516 rpm, por 20 minutos, a 4 °C. Los
neutrofilos se localizaron en el fondo del tubo como un botén celular. Para eliminar a los
eritrocitos restantes, se agregd 10 mL de solucion hipoténica durante 1 minuto,
posteriormente se agregd 10 mL de solucion hipertonica. Los neutrofilos obtenidos se
conservaron en amortiguador de fosfato salino (PBS) a pH 7.4 hasta su uso. El nimero
de células obtenidas se determind por conteo en la camara de Neubauer.

2. Ensayo de formacidén de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Para la deteccion de ROS se utilizé la técnica de dihidroetidio (DHE) usada previamente
(catalog no. 12013, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) (Fonseca et al., 2018).
Brevemente, se resuspendieron 1x10° neutréfilos y DHE 15 uM en PBS, se incubaron
durante 30 minutos a 37 °C en oscuridad. Posteriormente, los neutréfilos se centrifugaron
a 1.375g durante 1 minuto en microcentrifuga y se lavaron con PBS. A continuacion,
1x10% PMN se agregaron a cada pozo de una placa de cultivo de 48 pozos (Costar R
3548; Corning Inc., Corning, NY). La placa se incub6 durante 20 minutos a 37 °C en la
oscuridad, y luego se adicioné forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) 20 nM a cada pozo
(catalog no. P8139, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). La placa se incubd durante 60 minutos

a 37 °C en unaincubadora con CO:2 al 5%. Por ultimo, se afiadio paraformaldehido (PFA)



al 2% a cada pozo. Después de 30 minutos, las placas se observaron con un microscopio

invertido de fluorescencia modelo 1X-70 de Olympus y se tomaron fotografias.

3. Ensayo de fagocitosis

Se resuspendieron 2x10° PMN en 100 pyL de amortiguador de fagocitosis en un tubo
eppendorf para cada condicion. Posteriormente, a los tubos se agregaron 2.5 pl de perlas
opsonizadas con IgG o bien 2.5 pl de perlas no opsonizadas, como control.

Los tubos se mezclaron por inversion y se incubaron a 37°C (en bafio maria) por 30
minutos. Después, los tubos se llevaron a 4°C por 3 minutos (bafio de agua fria). Los
tubos se centrifugaron a 6,000 rpm durante 1 minuto y se elimind el sobrenadante. La
pastilla celular de cada tubo se disgreg6 y se resuspendié en 100 uL de tripsina fria. Los
tubos se incubaron a 4°C (en agua fria) por 15 minutos y se agregaron 500 pL de PBS.
Nuevamente se centrifugd a 6,000 rpm durante 1 minuto y se elimind el sobrenadante.
La pastilla celular se disgrego y se resuspendié en 100 pL de PBS. En una placa de 48
pozos, se colocaron los 100 uL de la suspension celular por condicion y se fijé con 100
uL de PFA al 2% durante 30 min. Las células se observaron al microscopio y se tomaron
fotografias para obtener el indice fagocitico. El indice fagocitico se calculé contando el
namero de perlas opsonizadas con IgG o sin opsonizar ingeridas por cada 100

neutréfilos. (Rosales & Brown, 1991)

4. Ensayo de formacién de trampas extracelulares de neutréfilos (NET)

Se resuspendieron 1x10® PMN en 500 pL de medio Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) y se afiadieron a cada pozo de una placa de cultivo de 24 pozos. Los neutrofilos
se incubaron durante 30 min a 37 °C y 5% de CO.. Posteriormente, a cada pozo se
afnadieron 100 pL de PMA 120 nM en PBS, o bien 100 pL de PBS como control. Las
placas se incubaron durante 4 h a 37 °C y 5% de CO:..

A continuacion, a cada pozo se anadieron suavemente 600 uL de PFA al 2% en PBS, y
las placas se guardaron a 4°C. El PFA se elimind por aspiracion muy suave al lado del
pozo, y se afadié 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 150 nM en PBS durante 30 minutos



a temperatura ambiente. Las placas se observaron con microscopio de fluorescencia y

se tomaron fotografias. (Aleman et al., 2016; Fonseca et al., 2018)

IX. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos seran expresados como la media + error estandar de la media (SEM). La
homogeneidad de la varianza sera comprobada mediante la prueba de Levene.

Las comparaciones entre los grupos, personas con peso normal y pacientes con
obesidad grado lll, se realizaran usando una prueba de ANOVA con una prueba posthoc
de Tukey.

Los analisis se realizaran utilizando el programa de computadora KaleidaGraph version
4.5.2 para Mac y se consideraran diferencias como significativas cuando el valor p sea
menor a 0.05.

Debido al nimero de ensayos que se pudieron realizar, no se pudo realizar un analisis

estadistico.



X. RESULTADOS

1. Purificacion de neutréfilos sanguineos de personas con peso normal y de

pacientes con obesidad grado lIl.

Una vez obtenidos, tanto los neutréfilos sanguineos de personas con peso normal como
de pacientes con obesidad, su morfologia fue observada al microscopio. Las células
purificadas muestran una morfologia circular y presencia de nucleos multilobulados,

caracteristicas de los neutrdfilos. (Figura 8).

Neutrofilos Neutrofilos

Figura 8. Neutrofilos sanguineos purificados de sangre de personas con peso normal (A) y

pacientes con obesidad grado Ill (B) para realizar los ensayos de formacion de especies reactivas

de oxigeno (ROS), fagocitosis y formacion de trampas extracelulares de neutréfilos (NET).



2. No existen diferencias en la formaciéon de ROS entre los neutréfilos sanguineos

de personas con peso normal y con obesidad grado ll.

Con el propdsito de conocer la formacion de ROS, se purificaron neutréfilos sanguineos
de personas con peso normal y con obesidad grado Ill. Las ROS fueron cuantificadas
indirectamente utilizando DHE. Este es un colorante que al unirse al Oz, se oxida a 2-
hidroxietidio y que puede intercalarse en el DNA emitiendo fluorescencia roja, la cual
puede ser detectada. Por lo tanto, la fluorescencia emitida por el DHE es un indicador de

la formacion de ROS.

Tanto los neutréfilos sanguineos de personas con peso normal como de pacientes con
obesidad que no fueron estimulados producen ROS. En ambos grupos se puede
observar la fluorescencia roja emitida (Figura 9 B y F). Por lo cual, los neutréfilos de
ambos grupos producen ROS. De la misma forma, en ambos grupos, tras ser
estimulados con PMA, se puede observar la fluorescencia roja emitida. (Figura 9 D y H).
Al comparar la fluorescencia de los grupos de neutrofilos de personas con peso normal
y de pacientes con obesidad, tanto al ser estimulados con PMA como sin estimulacion,

se puede observar que no existe diferencia. (Figura 9).
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Figura 9. Deteccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) en neutréfilos de personas
con peso normal y con obesidad grado Ill. Fotografias de campo claro de neutrofilos de
personas con peso normal (A y C) y con obesidad (E y G). Fotografias de fluorescencia de la
formacion de ROS, visualizadas mediante la técnica con dihidroetidio (DHE), de los neutréfilos
de personas con peso nhormal y con obesidad, sin estimulo (B y F, respectivamente) y expuestos
a forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) 20 nM (D y H, respectivamente). Las fotografias de los
neutrofilos de personas con peso normal y de pacientes con obesidad, estimulados con PMA o
sin estimulacion, son representativas de 3 ensayos independientes para cada grupo,

respectivamente. Escala 50 pym.



3. Los neutréfilos sanguineos de personas con peso normal y de pacientes con

obesidad grado Ill son capaces de fagocitar.

Una vez purificados y obtenidos los neutréfilos sanguineos de personas con peso normal
y con obesidad grado Ill, se llevaron a cabo los ensayos de fagocitosis. El ensayo
consiste en contar el numero de neutréfilos y de perlas fagocitadas. Las perlas se
opsonizaron con anticuerpos IgG. Se realizaron tres ensayos de fagocitosis en neutrofilos
de personas con peso normal y dos ensayos en neutréfilos de pacientes con obesidad.
El indice fagocitico se calcul6 mediante el conteo de perlas fagocitadas (opsonizadas o
no opsonizadas) de 100 neutrdfilos al azar, en distintos campos de varias fotografias. Se
comparo el indice fagocitico de neutréfilos expuestos a perlas sin opsonizar y perlas
opsonizadas con IgG. Una vez obtenidas las fotografias en el microscopio, se puede
observar que los neutréfilos de personas con peso normal y de pacientes con obesidad
son capaces de fagocitar a las perlas no opsonizadas y opsonizadas con IgG. (Figura
10).

4. Los neutréfilos sanguineos de pacientes con obesidad grado lll tienen mayor
capacidad de fagocitar que los neutréfilos sanguineos de personas con peso

normal.

Para los neutréfilos de personas con peso normal y de pacientes con obesidad que
fueron incubados con perlas sin opsonizar, se obtuvieron los indices fagociticos de 17 y
33, respectivamente. Mientras que, cuando fueron incubados con perlas opsonizadas
con IgG se obtuvieron los indices fagociticos de 75y 112, respectivamente. (Figura 11).
El indice fagocitico de los neutréfilos de personas con peso normal que fueron incubados
con perlas opsonizadas (75), es mayor que el indice fagocitico de las perlas sin opsonizar
(17). Por lo tanto, al parecer, los neutréfilos sanguineos de personas con peso normal
presentan una mayor actividad fagocitica al reconocer a las particulas opsonizadas que
sin opsonizar. (Figura 11) De igual modo, el indice fagocitico de los neutréfilos de

pacientes con obesidad que fueron incubados con perlas opsonizadas (112) es mayor



que el indice fagocitico de las perlas sin opsonizar (33). Por lo tanto, al parecer, los

neutréfilos sanguineos de pacientes con obesidad presentan una mayor actividad
fagocitica al reconocer a las particulas opsonizadas que sin opsonizar (Figura 11).

Al comparar los indices fagociticos de perlas sin opsonizar de neutréfilos de ambos
grupos de individuos, se puede observar que el indice fagocitico de los pacientes con
obesidad es casi el doble en comparacion con el indice fagocitico de las personas con
peso normal; 33y 17, respectivamente.

En cuanto al indice fagocitico de perlas opsonizadas de los neutrdfilos de pacientes con
obesidad se observa un indice fagocitico mayor que en los neutréfilos de personas con
peso normal; 112 y 75, respectivamente.

Por lo cual, al parecer, los neutréfilos sanguineos de pacientes con obesidad presentan
una mayor actividad fagocitica al reconocer las particulas opsonizadas que en los
neutréfilos sanguineos de personas con peso normal. (Figura 11).
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Figura 10. Fagocitosis de perlas por neutréfilos de personas con peso normal y con
obesidad grado lll. Fotografias de campo claro representativas de la actividad fagocitica de los
neutréfilos de personas con peso normal (Ay B) y de pacientes con obesidad (C y D). Perlas sin
opsonizar y perlas opsonizadas con inmunoglobulina G (IgG) (A-C y B-D, respectivamente).
Flechas negras representan neutrofilos que fagocitaron una perla. Flechas amarillas representan
neutrofilos que fagocitaron dos perlas. Flechas rojas representan neutréfilos que fagocitaron tres
o cuatro perlas. Las fotografias de la actividad fagocitica de perlas no opsonizadas y opsonizadas
con IgG, de las personas con peso normal y de los pacientes con obesidad, son representativas
de 3y 2 ensayos independientes, respectivamente. Escala 50 um.
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Figura 11. Los neutréfilos sanguineos de pacientes con obesidad grado lll tienen mayor
capacidad de fagocitar que los neutréfilos sanguineos de personas con peso normal.
indices fagociticos de neutréfilos incubados con perlas sin opsonizar (barra blanca) y con perlas
opsonizadas con inmunoglobulina G (IgG) (barra negra) de personas con peso normal y de
pacientes con obesidad. Los datos de los indices fagociticos de los neutrofilos de personas con
peso normal, no opsonizados y opsonizados con IgG, representan el promedio de 3 ensayos
independientes. Los datos de los indices fagociticos de los neutréfilos de pacientes con obesidad,
no opsonizados y opsonizados con IgG, representan el promedio de 2 ensayos independientes.

El indice fagocitico representa el nUmero de perlas fagocitadas por 100 neutrofilos.



5. Los neutréfilos sanguineos de un paciente con obesidad grado lll son capaces
de producir NET

Con el proposito de conocer si los neutrofilos realizan la formacién de NET en obesidad,
se purificaron neutréfilos sanguineos de un paciente con obesidad grado lll. El ensayo
consiste en estimular a los neutrofilos con PMA, un éster de forbol, el cual ha sido
reportado como un potente estimulador de formacion de NET. Posteriormente se usa
DAPI, un marcador fluorescente que se une fuertemente a regiones enriquecidas en
adenina y timina en secuencias de DNA. De tal forma que permite visualizar a las fibras
de DNA.

Solo se pudo realizar un ensayo para determinar y visualizar la formacion de NET. Se
obtuvieron fotografias de campo claro y fluorescencia para visualizar a los neutréfilos
sanguineos y la produccion de NET, respectivamente.

En los neutrdéfilos de un paciente con obesidad que fueron estimulados con PMA, se
observa la descondensacion de los nucleos y la liberacién de fibras de DNA, eventos

propios de la formacion de NET. (Figura 12).



Campo claro PMA + DAPI

Figura 12. Los neutréfilos de un paciente con obesidad grado Il pueden formar trampas
extracelulares de neutréfilos (NET). Fotografias de campo claro representativas de los
neutréfilos obtenidos de un paciente con obesidad (A y C). Fotografias de fluorescencia
representativas de la liberacién de la descondensacion de los nucleos (Flechas amarillas) y la
liberacidn de fibras de acido desoxirribonucleico (DNA) (Flechas rojas) de neutréfilos sanguineos
expuestos a forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) 20 nM y 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (B 'y
D). Escala 50 um.



XI. DISCUSION

FORMACION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Una de las preguntas que quisimos contestar en esta tesis fue conocer la produccién
basal de ROS de los neutréfilos sanguineos de personas con peso normal y de pacientes
con obesidad. Las ROS fueron cuantificadas indirectamente utilizando DHE. EI DHE al
unirse al Oz, se oxida y emite una fluorescencia que sirve como un indicador de la

formacion de ROS.

Un primer hallazgo fue que tanto los neutréfilos sanguineos de las personas con peso
normal como los neutréfilos de pacientes con obesidad producen ROS detectables en
condiciones basales. Este resultado es similar al reportado utilizando la técnica de
reduccion de acetil ferricitocromo C, donde los neutréfilos producen ROS en condiciones
basales en concentraciones muy bajas de ambos grupos de estudio. (Brotfain et al.,
2015; Trottier et al., 2012). Sin embargo, los resultados difieren de otro reporte donde, al
usar DHE, los neutrofilos de personas con peso normal no producen ROS en condiciones
basales (Fonseca et al., 2018). Es probable que la formacion de ROS que nosotros

observamos sea producto de la activacion inespecifica de neutréfilos durante su manejo.

Posteriormente nos preguntamos si la produccion de ROS aumenta al estimular a los
neutrofilos con PMA. Encontramos que, tanto en los neutréfilos de personas con peso
normal como los neutréfilos de pacientes con obesidad, la produccién de las ROS no se
ve modificada al estimular a los neutréfilos con PMA. Este resultado también difiere de
lo ya reportado. Cuando los neutréfilos de personas con peso normal son estimulados
con PMA, la fluorescencia emitida por el DHE es de mayor intensidad que la emitida por
los neutrofilos sin estimular. (Fonseca et al., 2018).

Este aumento en la produccion de ROS al exponer a los neutréfilos a PMA también se
obtuvo al utilizar la técnica de placa de microtitulacion a través de la reduccion de acetil
ferricitocromo C en presencia de O2". Asi mismo, cuando los neutrdéfilos de pacientes con
obesidad son estimulados con PMA aumenta la formacion de O2. (Brotfain et al., 2015;
Trottier et al., 2012)



Otra de las preguntas que quisimos contestar fue si los neutréfilos de pacientes con

obesidad producen mas ROS que los neutrdéfilos de personas con peso normal, tanto en
condiciones basales como al estimularlos con PMA.

Encontramos que en condiciones basales la fluorescencia emitida por el DHE es similar
en ambos grupos. Sin embargo, se ha reportado que el grupo de neutréfilos de pacientes
con obesidad produce mayor cantidad de Oz~ que el grupo de neutrofilos de personas
con peso normal en condiciones basales. (Trottier et al., 2012) Existiendo incluso una
correlacion entre el IMC y la produccién de O2". (Brotfain et al., 2015)

Aligual que en condiciones basales, al estimular los neutroéfilos con PMA, la fluorescencia
emitida por el DHE es similar en ambos grupos. Esto concuerda con otros reportes donde
se menciona que no existen diferencias en la formacion de Oz en los neutréfilos
sanguineos de pacientes con obesidad y en las personas con peso normal. (Brotfain et
al., 2015). Sin embargo, se ha reportado que los neutréfilos de personas con peso normal
producen una mayor cantidad de Oz~ que los neutrofilos de pacientes con obesidad. Asi
mismo, se menciona que existe una correlacion negativa entre el IMC y la produccion de
O2. (Trottier et al., 2012)

Hasta el momento existen pocos estudios sobre la produccion de ROS en neutréfilos de
pacientes con obesidad y en estos estudios se utilizan técnicas diferentes para la
medicion de las especies reactivas. Los grupos de Brotfain y Trottier usan la técnica de
microtitulacion de placa para detectar la produccion de O2"y sus resultados son opuestos
al estimular los neutréfilos con PMA. Nosotros usamos la técnica de DHE que también
se usa para detectar la produccion de Oz, pero nuestros resultados no concuerdan en
su totalidad con los reportes antes mencionados. Asi mismo, se deberan realizar otros
ensayos que puedan complementar el estudio de la formacion de ROS y del sistema
antioxidante, como por ejemplo la evaluacion de la catalasa, la MPO, la glutation
peroxidasa o el glutation. Por lo cual es importante plantear otras técnicas para
cuantificar la produccién de ROS y poder comparar con lo ya reportado. Es importante
destacar que otra posible explicacion en el aumento de la fluorescencia basal es que los



neutrofilos pudieron estar ya activados antes de realizar los ensayos. Esta hipétesis no

pudo ser comprobada debido a las condiciones de la emergencia sanitaria de esta

pandemia por la COVID-19, el nUmero de ensayos realizados fue muy bajo.

Ademés de usar técnicas diferentes los estimulos usados también fueron diferentes.
Tanto en los estudios realizados por Trottier, Fonseca y en nuestro estudio se utilizé PMA
como estimulo, el cual es un agonista no fisiolégico. No obstante, en el estudio realizado
por Brotfain, se utilizaron N-formilmetionil-leucil-fenilalanina (fMLP) y zymosan como
estimulos. En los ensayos realizados con estos compuestos como estimulos, se reportd
gue existe una diferencia significativa en la formacion de Oz~ entre los grupos de
neutréfilos sanguineos de pacientes con obesidad y las personas con peso normal.
También se podria plantear el usar otro tipo de estimulos para poder evaluar la formacion
de ROS en distintas condiciones.

FAGOCITOSIS

En esta tesis quisimos evaluar y comparar la actividad fagocitica de los neutréfilos
sanguineos de personas con peso normal y de pacientes con obesidad. La actividad
fagocitica se evalu6 mediante microscopia al obtener el indice fagocitico, el cual es una
férmula matematica que nos indica el numero de perlas, opsonizadas con IgG 0 no
opsonizadas, que fueron fagocitadas por 100 neutréfilos al azar. (Rosales & Brown,
1991)

Un primer hallazgo fue que los neutréfilos sanguineos, tanto de personas con peso
normal como de pacientes con obesidad, que fueron incubados tanto con perlas sin

opsonizar como con perlas opsonizadas con IgG, fagocitaron.

El indice fagocitico de las perlas sin opsonizar de los neutréfilos de personas con peso
normal (17) es similar a lo reportado al usar eritrocitos de oveja sin opsonizar, donde el
indice fagocitico corresponde a 15. En este mismo estudio, se reportd un indice
fagocitico de 30 cuando los neutréfilos fueron incubados con eritrocitos de oveja

opsonizados con IgG. Sin embargo, nuestro estudio difiere, ya que el indice fagocitico



gue se obtuvo en los neutrofilos de personas con peso normal que fueron incubados con

perlas opsonizadas con IgG fue de 75. (Garcia-Garcia et al., 2002)

Otro hallazgo realizado, fue que tanto los neutréfilos sanguineos de personas con peso
normal como de pacientes con obesidad que fueron incubados con perlas opsonizadas
con IgG, tienen un indice fagocitico mayor que los que fueron incubados con perlas sin
opsonizar. Este resultado es de esperarse, ya que el receptor Fcy presente en la
superficie celular de los neutréfilos tiene gran afinidad por la 1gG. Este receptor, al

activarse, desencadena una via de sefializacion permitiendo la fagocitosis.

Por otro lado, los dos grupos de neutréfilos sanguineos de pacientes con obesidad
(incubados con perlas opsonizadas con IgG o incubados con perlas sin opsonizar),
presentaron un mayor indice fagocitico que los dos grupos de neutrofilos sanguineos de
personas con peso normal. Por lo que el grupo de neutréfilos sanguineos de pacientes
con obesidad tienen una actividad fagocitica mayor. Posiblemente, el estado inflamatorio

sistémico de los pacientes con obesidad pueda estar activando a los neutrdfilos.

En contraste a nuestros resultados, se ha reportado que al usar particulas de zymosan
opsonizado, no existen diferencias en la actividad fagocitica en los neutrofilos
sanguineos de pacientes con obesidad y de personas con peso normal. En este estudio,
la fagocitosis se determiné al microscopio en al menos 100 células y se defini6 como el
porcentaje de células que contenian mas de dos particulas fagocitadas. (Brotfain et al.,
2015) Consistente a lo anterior, al usar otro tipo de estimulo como particulas de E. coli,
se reporté que también se llevé a cabo la funcién de fagocitosis por neutréfilos de
personas con peso normal y de pacientes con obesidad, la cual fue estimada mediante
la intensidad media de fluorescencia por citometria de flujo. Sin embargo, no existen
diferencias en la actividad fagocitica tanto de neutréfilos sanguineos de pacientes con
obesidad como de personas con peso normal. (Trottier et al., 2012)

Hasta el momento existen pocos estudios sobre la fagocitosis por neutréfilos de
pacientes con obesidad y en estos estudios se utilizan técnicas y analisis diferentes para

su evaluacion. Por lo cual es importante plantear otras técnicas y andlisis para cuantificar



la actividad fagocitica y poder comparar con lo ya reportado. En nuestro estudio, a pesar

de ser pocos los ensayos realizados, claramente se puede observar que los neutrofilos
de pacientes con obesidad fagocitan mas que los de personas con peso normal. Lo cual

nos da un antecedente para realizar un mayor nimero de ensayos.

Ademas de usar técnicas diferentes, los estimulos usados en los diferentes reportes
también fueron distintos. En nuestro estudio se utilizaron perlas de latex no opsonizadas
y opsonizadas con IgG. No obstante, en los estudios realizados por Garcia, Brotfain y
Trottier se utilizaron como estimulo a eritrocitos de oveja (no opsonizados y opsonizados
con IgG), zymozan opsonizado y particulas de E. coli, respectivamente. Por lo cual, es
importante también plantear el uso de otro tipo de estimulos para poder evaluar la

actividad fagocitica en distintas condiciones.

FORMACION DE NET

Por ultimo, se evalud la formacion de NET de neutréfilos sanguineos de personas con
peso normal y de pacientes con obesidad. La formacion de NET se evalu6 mediante
microscopia, a través de la fluorescencia emitida por DAPI, el cual es un colorante que
se une al DNA.

En este trabajo, solo se pudo realizar un ensayo de formacion de NET en neutrofilos
sanguineos de un paciente con obesidad, los cuales fueron incubados con PMA. No se
pudieron llevar a cabo los ensayos de formacion de NET de neutroéfilos de personas con
peso normal, asi como ensayos control en neutréfilos de pacientes con obesidad, los
cuales serian incubados con PBS.

Como unico hallazgo, se encontré que los neutrofilos sanguineos del paciente con
obesidad, al ser estimulados con PMA, pueden presentar sus nucleos descondensados
y también pueden formar fibras de DNA; por lo que podriamos estar hablando de la
formacion de NET.

Como antecedente, se sabe que los neutrofilos sanguineos incubados con PBS, no
forman redes extracelulares. Por el contrario, al ser incubados con PMA, los neutrofilos

sanguineos pueden formar redes, las cuales se pueden visualizar como fibras de DNA.



Ademas de la descondensacion o de la formacion de fibras de DNA, para evaluar la

formacion de redes se busca la presencia de otras moléculas como MPO o histonas

citrulinadas. (Aleman et al., 2016; Fonseca et al., 2018)

Existe muy poca evidencia sobre la formacion de NET en humanos con obesidad, sin
embargo, se han realizado ensayos en modelos animales. La formacién de NET ha sido
descrita en ratones. En un modelo experimental de tejido adiposo de ratones alimentados
con una dieta alta en grasas, la tincion inmunofluorescente para el marcador de superficie
de neutrdéfilos Ly6G, la proteina catelicidina y el DNA, reveld la co-localizaciéon de estas
moléculas, las cuales son indicativas de formacién de NET. Por otro lado, se ha reportado
gue la citrulinacion de las histonas participan en la formacioén de NET. En este mismo
estudio, el estado de citrulinacion de la histona H3, evaluado mediante dot blot, es mayor
en el tejido adiposo de ratones obesos que en el tejido adiposo de los ratones delgados.
(Braster et al., 2016)

En humanos, se ha reportado que los neutrofilos de pacientes con obesidad severa,
existe una acumulacion significativamente mayor de complejos de MPO-DNA (término
usado por los autores para referirse a la formaciéon de NET) que en los neutrdfilos de
personas con peso normal. Asi mismo, la concentracion de complejos MPO-DNA se
asocio significativamente con el peso, el IMC y la circunferencia de cintura y cadera. Mas
tarde, los pacientes con obesidad severa fueron sometidos a cirugia de gastrectomia en
manga para la reduccion de peso. Un afo después, se realizé la evaluacion de los
complejos de MPO-DNA, en donde los pacientes fueron estratificados en dos grupos
distintos. Un grupo incluia a los pacientes en los que la gastrectomia en manga se asocio
con una disminucién en la acumulacion de complejos de MPO-DNA. El otro grupo incluia
a pacientes en el que, tras la cirugia, persistié la acumulacion de complejos de MPO-
DNA o incluso aumento. Esto sugiere que la pérdida de peso per se, no es suficiente

para modificar el estado de activacién de los neutréfilos. (D'Abbondanza et al., 2019)

Los experimentos de NET no pudieron ser realizados por las condiciones sanitarias, sin

embargo, consideramos que es importante realizar los ensayos de formacién de NET



con las personas con peso normal y en pacientes con obesidad, para poder establecer

si la formacion de redes aumenta con el grado de obesidad.

Asi mismo, es importante incluir la evaluacién de otras moléculas que permitan definir
mejor a las NET, como la presencia de distintas enzimas, como MPO o elastasa, por
mencionar algunas; o la citrulinacion de las histonas. De igual modo, seria interesante
poder evaluar a los pacientes tras cualquier procedimiento quirdrgico que permita la
reduccion de peso y poder comparar el estado funcional de los neutrofilos previo y post

a la cirugia.



XIl. CONCLUSIONES

1. No existen diferencias en la formacion de especies reactivas de oxigeno entre
neutroéfilos sanguineos de personas con peso normal y de pacientes con obesidad
grado IlI.

2. Los neutréfilos sanguineos de pacientes con obesidad grado Ill tienen mayor
capacidad de fagocitar que los neutréfilos sanguineos de personas con peso normal.

3. Los neutréfilos sanguineos de un paciente con obesidad grado Ill son capaces de
producir NET.



XIll. PERSPECTIVAS

1. Realizar un mayor numero de ensayos, tanto de neutréfilos sanguineos de
personas con peso normal como de pacientes con obesidad grado Ill.

2. Realizar los ensayos con diferentes estimulos, asi como distintos grados de
obesidad y en distintas condiciones (antes y después de alguna cirugia para
pérdida de peso).

3. Complementar ensayos del sistema antioxidante.

4. Evaluar la formacion de NET mediante otras moléculas, como enzimas e histonas.
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XV. ANEXOS

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE INVESTIGACION Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD
UMAE HOSPITAL DE ESPECIALIDADES
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN PROYECTOS DE
INVESTIGACION

TITULO DEL PROYECTO: Funciones de los neutréfilos de pacientes con obesidad -

LUGAR Y FECHA: MéxicoDF.a___de  delafio__ -
NUMERO DE REGISTRO. e ;i

Usted esta siendo invitado a participar en este estudio porque tiene una enfermedad llamada obesidad.
Debe leer esta forma antes de aceptar participar en el estudio. Esta forma de consentimiento puede incluir
palabras dificiles de entender, pida al médico o al personal del estudio que le expliquen cualquier palabra
o hecho que no entienda.

JUSTIFICACION Y OBJETIVO DEL ESTUDIO:

La obesidad es el indice de masa corporal por arriba de 30 kg/m?; esta medida se obtiene dividiendo el
peso actual sobre su estatura y nuevamente sobre su estatura. Esta enfermecad incrementa el riesgo de
tener alteraciones de las células de defensa llamadas neutréfilos, lo cual podria incrementar el riesgo de
infecciones.

En este estudio se buscara correlacionar la obesidad que padece con la funcion de los neutrdfiios en su
sangre. G

. PROCEDIMIENTO: -

Si usted acepta participar primero se ie realizara una entrevista donde debera contestar algunas preguntas
relacionadas con sus enfermedades y sus antecedentes sobre elias. Después, se le tomaran estudios de
Jaboratoric que se hacen cominmente para el seguimiento de su consulta. Se le tomaran 10 mililitros de
sangre (equivalente a dos cucharaditas) de una vena de uno de sus brazos. La muestra se tomaré en la
primera semana después de su primera cita, en el laboratorio de Endocrinologia. Durante su primera |
consulta se le pesard, medira y tomara su presion artetial.

El NO participar en este estudio, NO influira ni en su tratamiento ni en su seguimiento régular en lé consulta.

POSIBLES RIESGOS Y MOLESTIAS:

Las molestias durante la toma de muestra de sangre son minimas; en algunas ocasiones puede causar un
poco de dolor o una discreta molestia o raramente un moretén que desaparece en menos de una semana.

POSIBLES BENEFICIOS

Usted no recibird beneficio directo por su participacion, los resultados del estudio permitiran conocer si
existen alteraciones en la células de defensa en la sangre de los pacientes con cbesidad.

"PARTICIPACION O RETIRO: Usted tiené la gataqtié de recibir respuesta a cualquier duda y de poder

retirar shj;sconsenﬁmiento y abandonar el estudio sin que esto afecte la atencion médica que usted recibe
enel IMSS

PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD: Todos los datos que lo puedan identificar se almacenaran en

gif?rentes sitios bajo un nimero de cédigo. No sera identificado tampoco en las publicaciones que resulten
el estudio. '



AUTORIZACION PARA TOMA DE MUESTRA :
E:] Si autoriza que se tome la muestra sélo para este esmdxo ;

BENEFICIOS AL TERMINO DEL ESTUDIO: Los pac:entes al termmo del estudio no recxblran beneficios
derivados de su pamapacxén No rec:bn'én pago alguno por ingresar al estudio. '

En caso de dudas:o aclaraciones: podra dirigirse con el Investigador responsable: - 5

Investigador responsable: Dr. Aldo Ferreira Hermosillo. Matricula: 9938713. !nvestlgador Asociado de
la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Endocrinas. Centro Médico Nacional Siglo XXl IMSS.
Correo electronico: mmercadea@vahoo.com Teléfono: 56276900 extensién 21551, -

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: comision de
- Etica de Investigacién de la'CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4°piso Bloque “B” de la Unidad de
Congresos, Col. Doctores. México, DF. CP 06720 Telefone (55) 56276900 Extensnén 21 230 Con‘eo

~electrénico: comitesticainv.imss@amail.com

Nombre y firma del paciente Nombre y firma dé quien solicita el =
5 consentimiento informado o

Nombre, direcciény E ~ Nombre, direcciény -~ -
....parentesco de Testigo . parentesco de Testigo

Anexo 1. Consentimiento informado para participar en el proyecto de investigacion
titulado “Funciones de los neutréfilos de pacientes con obesidad”.
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